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摘要 : MCEZDECHSET 6 cDNA 文库 中 筛选 了 一 条 与 抗旱 相关 的 谤 素 羧基 末端 水 解 酶 基因 的 EST 序列 ， 采 
JH RACE 技术 从 毛尖 紫 葛 邦 中 克隆 出 了 该 基因 的 cDNA 全 长 序列 ， 命 名 为 GpUCH。 对 该 基因 的 序列 特征 、 
进化 关系 和 表达 谱 进 行 了 分 析 ， 为 全 面 研究 其 功能 奠定 了 基础 。 该 基因 cDNA 全 长 951 bp， 开 放 阅 读 框 
711 bp， 共 编码 236 个 氨基 酸 。 生 物 信息 学 分 析 显 示 ，GpUCH 基因 相对 分 子 质量 为 25.7 kD， 等 电 点 为 
4.67， 为 不 稳定 蛋白 ， 属 于 跨 膜 蛋白 但 不 存在 信号 肽 。 系 统 进化 树 分 析 表 明 ，GpUCH 与 小 立 碗 攻 UCH E 
和 白 一 致 性 较 高 。 实 时 荧光 定量 PCR 结果 显示 ，GpUCH 基因 在 复 水 和 干旱 的 条 件 下 均 能 表达 ,但 是 在 不 同 
的 条 件 下 表达 情况 差异 显著 。 表 明 该 基因 可 能 在 毛尖 紫 葛 苏 干旱 过 程 中 发 挥 一定 的 作用 。 
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Cloning and Expression Analysis of GpUCH 
Gene in Grimmia pilifera 


LIU Bo, SHA Wei " , ZHANG Mei-Juan, SONG Lu, AN Hong-Xue 
( College of Lief Sciences and Agroforestry, Qiqihar University, Qiqihar 161006, China) 


Abstract; A drought-resistance gene was cloned from drought cDNA library of Grimmia pilifera, the gene relatived 
to ubiquitin carboxy terminal hydrolytic enzymes ( UCH) , named GpUCH. The cDNA fragment of GpUCH was cloned 
from Grimmia pilifera through rapid amplification of cDNA ends ( RACE). To further study the function of GpUCH 
gene, it was necessary to describe the sequence characteristics, evolutionary relationship and gene expression. The 
full length cDNA was 951 bp with an pen reading frame of 711 bp which encoded 237 amino acid with a molecular 
weight of 25. 7 kD, and the isoelectric point is 4. 67. The result of bioinformatics showed that this protein was unsta- 
ble transmembrane protein and had no signal peptide. The phylogenetic tree showed that GpUCH and Physcomitrella 
patens UCH protein had a close relationship. QRT-PCR analysis showed that the expression of GpUCH gene was in- 
duced in both rehydration and dehydration. Under different conditions the expression of GpUCH were obviously vari- 
us. The results suggested that GpUCH gene might play an important role in drought stress. 


Key words: Grimmia pilifera; GpUCH gene; Clone; Sequence analysis; Gene expression 


泛 素 (Ubiquitin, Ub) 是 Goldstein (1975) 6E 是 选择 性 的 降解 蛋白 质 ， 而 蛋白 降解 的 一 个 重 
首次 发 现 的 广泛 存在 于 真 核 细 胞 内 并 由 76 个 氨 。 要 的 、 基 本 的 功能 是 维持 细胞 内 环境 稳定 。 
基 酸 组 成 的 高 度 保守 的 多 肽 。 由 于 它 存 在 的 普遍 机 体内 有 许多 重要 的 生命 过 程 均 由 靶 和 蛋白 的 
性 ， 因 此 又 被 称 为 遍 在 蛋白 。 泛 素 系统 的 主要 功 ，” 泛 素 化 来 控制 (Hershko 等 , 1998; Pickart fll Ed- 
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dins, 2004) ， 但 同时 也 有 许多 酶 进行 着 相反 作 
用 ， 它 们 将 泛 素 从 标记 的 底 物 上 水 解 下 来 并 回收 
泛 素 ， 行 使 着 泛 素 化 逆向 调节 的 作用 ， 这 些 酶 称 
去 泛 素 化 酶 ( DUBs)( 黄 浩 ,2009)。 目 前 已 知 
的 去 泛 素 化 酶 包括 5 个 家 族 : 4 个 半 胱 氨 酸 蛋白 
酶 家 族 和 一 个 金属 蛋白 酶 家 族 ， 分 别 是 USP 家 
族 、UCH 家 族 、OUT/Cezanne 家 族 Ataxin3/Jo- 
sephin 家 族 和 EMN +/JAMM 家 族 (Amerik 和 
Hochstrasser, 2004) 。UCH XLE HE Sii d 48 H 
酶 ， 由 UCH-LI, UCH-I2, UCH-L3, UCH-L4, 
UCH-L5 5 个 家 族 成 员 组 成 ( Wilkinson $, 1989; 
Mayer 和 Wilkinson, 1989; Osawa ®Œ, 2001), É 
们 分 子 量 大 小 不 等 ， 能 特异 性 识别 泛 素 羧基 末端 
区 域 ， 促 进 泛 素 再 循环 ， 在 许多 生化 过 程 中 起 到 
重要 的 作用 ， 如 DNA 损伤 修复 (Ulirch, 2002) 、 
重要 和 蛋白质 翻译 后 修饰 和 改造 ( Azzo 5$, 2005) 、 
细胞 周期 调控 、 激 酶 信号 通路 (Glickman 和 
Ciechanover, 2002 ) 等 ， 主 要 参与 泛 素 羧基 末端 
所 连接 的 小 肽 或 酯 类 分 子 的 降解 途径 ， 所 以 对 泛 
素 系统 的 正常 运行 很 重要 (Chung 和 Back, 1999) , 

ERRIRE (Grimmia pilifera) JJ 3& E BR] 
(Grimmiaceae) X %4 tE ]R (Grimmia) 植物 ， 可 
以 生存 在 其 他 陆 生 植物 难以 生存 的 极端 环境 中 ， 
是 典型 的 早生 侮 类 ， 同 时 又 是 很 好 的 抗 逆 基 因 资 
源 。 为 了 深入 了 解 泛 素 在 毛尖 紫 枫 爸 植 株 耐 旱 过 
程 中 的 功能 ， 利 用 同 源 克隆 技术 获得 了 GpUCH 
基因 的 cDNA 全 长 序列 ， 采 用 生物 信息 学 软件 对 
其 进行 分 析 ， 并 运用 实时 荧光 定量 PCR 技术 对 
该 基因 在 植株 干旱 和 复 水 条 件 下 的 表达 情况 进行 
初步 分 析 ， 为 全 面 研究 毛尖 紫 查 玖 的 抗 道 性 提供 
了 依据 。 














1 材料 与 方法 
11 材料 
毛尖 紫 莹 巷 采 自 黑龙 江 省 五 大 连 池 市 ， 选 择 野 外 生 
长 苗 壮 的 植株 置 封口 袋 中 带 回 实验 室 备用 ,将 植物 进 
行 影 干 处 理 后 分 别 复 水 处 理 1h、3h、6h、12h、1d、 
2d、3d、4d、5d、6 d4， 选 择 恢复 正常 生长 6 d 的 材料 
作为 对 照 ， 停 止 浇 水 后 用 硅胶 快速 脱水 处 理 ， 处 理 时 间 
分 别 为 10 min, 20 min, 30 min 和 1h。 取 材 后 用 液 氮 迅 
速 冷冻 后 放 入 -80 民 冰箱 中 保存 备用 。 
1.2 试剂 和 酶 
反 转 录 酶 、OLigo( dT),;、 琼 脂 糖 购 自 invitrogen 公 





































































































司 ; 胶 回 收 试剂 盒 购 自 北 京 三 博 远志 生物 技术 有 限 责 任 
公司 ; 克隆 载体 PMD18-T Simple vector、DNA Marker 购 
自 TaKaRa 公司 ; 质粒 小 量 抽 提 试剂 盒 、Tad 酶 购 自 上 海 
生 工 生物 工程 公司 ; 大 肠 杆 菌 E. coli DHSa 由 本 实验 室 
保存 ; 纯化 酶 、 限 制 性 内 切 酶 购 于 promega 公司 ; Sso 
Fast TM Evagreen® Supermix 购 于 伯乐 公司 ; 其 他 常规 试 
剂 采 用 进口 分 装 或 国产 分 析 纯 ;引物 合成 由 上 海 生 工 生 
物 工程 公司 完成 ,测序 由 北京 华 大 基因 科技 股份 有 限 公 
司 完成 。 
13 方法 
1.3.1 GpUCH X WA IE MERRKHRE cDNA 文库 
中 筛选 出 一 条 与 抗旱 相关 的 泛 素 羧基 末端 水 解 酶 基因 
EST 序列 ， 获 得 的 GpUCH 基因 长 为 666 bp。 经 NCBI 
Blast 验证 有 完整 的 5' 端 ,无 3' 端 ， 因 此 设计 3'-RACE 
引物 GSP 和 NGSP (X 1), 分 别 与 通用 引物 UMP 进行 2 
轮 PCR， 扩 增 获得 全 长 序列 ， 操 作 步 又 按 SMART-ER™ 
RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) 试剂 盒 说 明 书 
进行 。 

采用 改良 的 SDS 法 〈 张 梅 娟 等 , 2009) 提取 毛尖 紫 
TERERAA RNA， 用 琼脂 糖 电泳 和 紫外 分 光 光 度 计 检 测 其 
质量 ， 利 用 高 质量 的 RNA 进行 下 一 步 实验 。 以 RNA 为 
模板 ， 按 照 Promega 公司 M-MLV 反 转 录 酶 说 明 书 对 2 ug 
总 RNA 进行 道 转录 ,合成 cDNA 第 一 链 。 所 得 的 特异 性 
片段 经 回收 、 纯 化 后 与 PMD18-T Simple Vector 连接 ， 转 
化 后 随机 挑选 阳性 克隆 送 至 北京 华 大 公司 进行 测序 。 所 
得 序列 与 原 序 列 进行 拼接 ， 获 得 cDNA 全 长 序列 。 经 
Primer Premier 5. 0 软件 设计 该 基因 的 特异 性 引物 GpU- 
CH-A 和 GpUCH-B (R1), DUE SESEBE cDNA 为 模版 
进行 PCR 扩 增 。 

R1 GpUCH 基因 克隆 及 表达 分 析 所 用 引物 


Table 1 Primers for the cloning and expression analysis of GpUCH 

































































































































































引物 名 称 引物 序列 

GSP 5'-CCCCATTACCAAAGAGTCCGAGGAGGCG-3' 
NGSP 5'-ACTGTTGGGAACGCTTGTGGTA CGATTGCG-3' 
GpUCH-A 5'-CCATCACAACCAACTCATCTC-3' 

GpUCH-B 5'-GTCTCTCTCCCA CGAA ACAA AG-3' 

GpUCH-F 5'-TCTTCTCTTCCCCATTACCAAA-3' 

GpUCH-R 5'-CTTTCGCTCCTGACTCTTCAA T-3" 

18s-F 5'-TTGACGGAAGGGCACCA-3' 

18s-R 5'-ACCACCACCCATAGAATCAAGAA-3' 


1.4 GpUCH 基因 生物 信息 学 分 析 

1E NCBI 中 运用 Blast X 程序 进行 同 源 性 比较 ; ORF 
Finder 程序 寻找 合适 的 开放 阅读 框 ; 用 ProtParam (ht- 
tp: // www. expasy. ch/tools/protpa ram.html) 预测 此 蛋白 
的 基本 理化 性 质 ; 






































] ProtScale (http: //web.expasy. org/ 
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protscale/) 预测 该 蛋白 亲 朴 水 性 ; 用 Tmpred (http: // 
www. ch. embnet. org/software/TMPRED. form.html) 预测 该 
蛋白 跨 膜 区域 ， 用 SignalP-4. O. ( http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/ ) 对 该 蛋白 的 信号 肽 进行 预测 ;用 SWISS- 
MODEL (http: //swissmodel.expasy.org/) 预测 蛋白 质 的 
三 维 结构 图 ; 用 MEGAS. 0 软件 进行 系统 进化 树 分 析 。 
1.5 GpUCH 基因 实时 荧光 定量 PCR 分 析 

分 别提 取 毛 尖 紫 莹 巷 在 复 水 和 干旱 各 个 时 期 的 总 
RNA， 并 反 转 录 合 成 cDNA 第 一 链 。 根 据 GpUCH 基因 的 
cDNA 全 长 和 荧光 定量 引物 设计 的 原则 ,设计 荧光 定量 
引物 GpUCH-F 和 GpUCH-R ( 表 1)， 选 择 毛 尖 紫 苯 薛 18S 
rRNA 基因 为 内 参 基因 (E 1)， 反 应 在 BIO-RAD 公司 
CFX-96 实时 定量 PCR 仪 上 进行 。 采 用 2*“ 方 法 计算 出 
毛尖 紫 苯 区 在 不 同 处 理 时 间 下 的 表达 情况 ， 将 CK 的 
表达 量 设 为 1 个 单位 。20 JL 反应 体系 中 加 入 : 2 x 
Evagreen® Supermix 10 uL, 去 离子 水 5 uL, 上 上 游 引物 和 
下 游 引 物 各 0.5 uL, cDNA 模板 1 ng， 同 时 设置 阴性 对 
Hd, GpUCH 基因 、18s rRNA 基因 、 阴 性 对 照 均 设 3 次 
复 。 反 应 程序 : 95 % 预 变性 10s，95% 变性 30s , 58 
CIRK 30s , 72 CHEIR 30s, 6 40 个 循环 , TE 65 C~ 
95 CRRI, HE 72 名 时 搜集 奖 光 信号 。 






















































































2 结果 与 分 析 
2.1 GpUCH 基因 克隆 载体 的 构建 

以 GpUCH 基因 的 EST 序列 为 基础 进行 3'- 
RACE 扩 增 ， 获 得 一 条 大 约 666 bp 的 片段 ， 经 验 
证 获得 了 完整 的 3' 端 ， 结 果 如 图 1。 将 原 序列 与 
该 序列 进行 拼接 ， 获 得 1 条 951 bp 的 全 长 cDNA 
序列 ， 该 序列 的 开放 阅读 框 711 bp, 5'-UTR 为 
109 bp HI 3'-UTR 为 131 bp。 根 据 此 序列 的 开放 
阅读 框 设 计 特异 性 引物 ， 扩 增 得 到 大 小 约 871 bp 
的 片段 ， 与 预期 结果 一 致 (图 2)。 将 目的 片段 
进行 回收 、 纯 化 后 进行 测序 ， 测 序 结果 与 拼接 结 
果 相 同 ， 说 明 拼 接 正确 。 
2.2 ERES GpUC 末 基因 生物 信息 学 分 析 
2.2.1 GpUCH 基因 序列 分 析 该 基因 序列 全 长 
951 bp， 开 放 阅 读 框 为 711 bp 共 编 码 236 个 氨基 
酸 (图 3)。 用 ProtParam Ax fiu ill -E R 2& 95 RE 
GpUCH 基因 的 相对 分 子 质量 为 25.7 kD ， 理 论 等 
电 点 为 4.67， 为 酸性 蛋白 。 其 中 负电 荷 残 基 
(Asp+Glu) 总 数 为 365， 正 电荷 残 基 (Arg+Lys) 
总 数 为 20。 不 稳定 系数 为 47. 09， 为 不 稳定 性 和 蛋 
FH («40 为 稳定 性 和 蛋白) 。 脂 肪 系数 为 89. 24， 
总 平均 亲 水 数 为 -0. 109。 用 ProtScale 软件 对 该 基因 


杀 玻 水 性 分 析 得 知 ， 最 低 得 分 (MIN): -2. 333， 
最 高 得 分 (MAX); 2.989， 由 于 具有 较 高 正 值 
的 氨基 酸 有 较 高 的 玻 水 性 ， 说 明 该 蛋白 玻 水 性 较 
强 。 用 Tmpred 软件 对 该 基因 编码 的 氨基 酸 序列 
跨 膜 区 域 预测 ， 得 分 大 于 500 分 的 才 被 认为 是 有 
意义 的 跨 膜 螺 旋 。 该 预测 得 到 分 值 为 2 586 分 和 
1 494 分 的 强 跨 膜 区 域 ， 分 别 有 从 外 向 内 器 膜 的 
区 域 为 44~60 bp、167~ 188 bp 和 97~ 116 bp, 
从 内 向 外 跨 膜 区 域 为 97~115 bp 和 44~61 bp, 
表明 该 蛋白 为 跨 膜 蛋白 。SignalP-4.0 软件 预测 
信号 肽 ,该 蛋白 不 存在 信号 肽 ,为 非 分 泌 型 蛋 
白 。 用 SWISS-MODEL 预测 GpUCH 蛋白 的 三 维 
结构 ， 该 蛋白 由 大 量 的 a 螺旋 、B 折 铸 和 无 规则 
卷曲 组 成 ， 其 中 a 螺旋 占 18.2%，B TT t 
22% ， 无 规则 卷曲 占 59. 7% (Fl 4) 。 
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Fig. 1 Agarose electrophoresis 
results of GpUCH gene 3'- 
RACE product of 


Grimmia pilifera 


Fig. 2 Agarose electrophoresis 
results of GpUCH gene 
CDS product of 


Grimmia pilifera 


2.2.2 GpUCH 基因 的 序列 比 对 及 系统 进化 树 分 
析 为 了 研究 GpUCH 的 进化 关系 ， 利 用 DNA- 
MANG. 0 软件 进行 多 重 序 列 比 对 (图 5)。 结 

发 现 ， 该 序列 与 小 立 碗 从 (Physcomitrella pat- 
ens). 、 江 南 卷 柏 ( Selaginella moellendorffii ) 、 K 
豆 (Glycine max), JA (Cucumis sativus), É 
PR (Ricinus communis) , 3&8 (Solanum lycopersi- 
um). 、 拟 南 芥 (Arabidopsis thaliana) 等 物种 的 一 
致 性 较 高 ， 均 在 55% D] E, Kb, Bohr wi 
玫 的 一 致 性 最 高 ， 高 达 81% 。 利 用 ClustalX2. 0 
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GGGGACTTOCAACAACCATCACTGCTCTGCTTOCACTCTTCCATCACAACCAACTCATCT 
CCCATOGCAAATTTOCATCACTCATTOGCTTCTCAACAAAGCTCTCACCATGGGOGACGT 
X Gc DV 
CGCCAAM AG CGCTGGCTGCCTCTAG AGGOCA ACCCTG ATG TCATGA ACC AGT TCTTGCA 
à KK R VLPLEANHPDVYVMKENOGQFILI 
TCGGCTGGGG TTTCCAACTG ATGCAGGATGT TACG ATG TG TTOGG AT TOG AOG AOG ACCT 
RLGFP TDAGCYDVFGFDDDL 
CCTGGOCATGG TTCCATOCCCTATTCTCGOGG TGC TTCTTCTCTTOCCCAT TACCA AA À 
L à KK VP SP IL AÀAVLLLFPITKE 
GTOCG AGG AS GOG AGCT TGGCAG AG C AGGCTAMG ATTG ÀAG AGTCAGG AG CGAA MG TGAG 
SEE A&SL AEQAKIEESGAKVS 
TGAG AMGGTTTATTITATGAAACAAACTG TTGGG AMCGCTTG TGG TACGAT TGGOC TGCT 
EK V YF HL; EK Q T VG NACGTIGLL 
TCACGCTG TCGGCAATCTGGOCTGCAATTCTCTTG TTG ACCT TG BG A AGGCTCCT ATCT 
HàAVG NLACNSLVDLEEG SYL 
GCAGCGCTTIGTCAAGCGAACTTCTATTATG TCTCCTGATG AGA A AG CGC ACT TTCT TG À 
Q RF VK R TS I RN S PDE Ek À HF LE 
GACAG AC AOCG AG TTGG AAG ATGCACAT TCAT TGGCTGOG AG TGG TGGOG ATACCACGCC 
TDTELED AH SLAASsSGGDTTP 
TCCAGATATTTOG AGCTOCG TGG ACCTTCATTTTATTTGCTTTG TGTG TG T TG ATGG AG 
PDISSSVDLHFICFVCVDGG 
GTTATATG AGCTCG AC GGG ÀGG BG AM; C AG COCATTTATCATGG ACCTTCCTCAC AGG À 
L YELDGREKEKGQP IYHGPSSQE 
GACACTGCTCA4GG ATTOCG TG AGG TGG TCCAGG AAT TCATTTCTCGCAA TCC AG AGTC 
TLLEKDSVEKVVQEFISRNPES 
GGTGAATTTCAATGOCATAGOCGTTGOCAAGG AT AGCTGATCOG T TT TACA ACG TCG AAA 
V NF N A IAVAKD 5S * 
TCAG TGTGCACTTTGAACTCATTAG ATAATCAGTCOCCATGG TGCTTT TG TCTCTCTOCC 
ACGAAACAAAG ACGCTGCTATGTTTTGTCGCCAAAAA 2 4542 45 444.2 44 4 


图 3 GpUCH 基因 全 长 及 其 翻译 的 氨基 酸 序列 ，ATG 为 起 始 密码 子 ，TGA 为 终止 密码 子 
Fig.3 Nucleotide and deduced amino acid sequences of GpUCH, the start codon is ATG, the stop codon is TGA 








图 4 -EJESEBE GpUCH 蛋白 三 维 结构 
Fig.4 The predicted 3D structure of GpUCH in Grimmia pilifera 


和 MEGAS. 0 软件 ( Demeker &&, 2001) 构建 系 
统 发 育 树 〈 图 6)。 由 进化 树 可 知 ， 以 上 植物 聚 
成 了 两 大 支 ， 一 支 为 被 子 植 物 ， 另 一 支 为 蕨 类 植 
V sts. BRETH Wim 
B^ vr WEE MB ER]I— Tx b, KARRE, 
与 被 子 植物 艺 麻 亲缘 关系 最 远 。 
2.3 ”GpUCH 基因 荧光 定量 表达 分 析 

以 GpUCH-F/GpUCH-R 为 引物 ， 以 不 同 复 水 
TIT ABE P IHE US EE ÉEZEZS I] cDNA 为 模板 
进行 实时 荧光 定量 PCR 扩 增 ， 结 果 表 明 GpUCH 
基因 在 不 同 的 处 理 条 件 下 都 有 所 表达 (图 7)， 
复 水 1 h 时 表达 量 较 高 ， 是 对 照 表 达 量 的 10.6 
音 ， 随 着 复 水 时 间 的 延长 ， 处 理 3h、6 h、12h、 
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24h, 2d, 3d 时 表达 量 趋 于 稳定 ， 当 复 水 4d 时 
表达 量 又 显著 上 调 随后 又 下 降 。 说 明 GpUCH 基 
因 在 复 水 时 诱导 表达 很 快 的 适应 了 复 水 的 环境 。 
干旱 处 理 过 程 中 快速 脱水 10 min, 20 min 时 表达 
量 不 明显 ， 当 脱水 时 间 延 长 30 min 时 表达 量 迅 
速 升 高 ， 是 对 照 表 达 量 的 12.9 倍 。 说 明 随 着 干 
旱 程 度 的 加 深 ，GpUCH 基因 可 能 发 挥 作用 ， 通 
过 对 异常 蛋白 的 降解 来 减缓 干旱 对 植物 造成 的 
伤害 。 








773222257e228 patens sobsp.patezs XP 00177164 
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3 讨论 与 结论 

由 于 泛 素 存在 的 普遍 性 ， 有 关 泛 素 的 生物 学 
功能 研究 越 来 越 引 起 人 们 的 重视 。 机 体内 泛 素 化 
过 程 由 多 种 去 泛 素 化 酶 介 导 催化 ， 参 与 信号 转 
导 、 促 进 底 物 蛋 白 的 降解 和 调节 泛 素 化 底 物 的 稳 
定性 等 (Huang 等 ，1995; D'Andrea 和 Pellman, 
1998; Chung 和 Baek, 1999) , UCH 家 族 的 研究 
大 多 集中 于 神经 性 疾病 或 肿瘤 等 许多 细胞 生理 和 
病理 过 程 ， 在 植物 中 进行 克隆 与 功能 分 析 的 报道 
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图 5 EREE GpUCH 与 其 它 植物 泛 素 羧 基 末 端 水 解 酶 氨基 酸 序列 比 对 
Fig.5 Alignment of GpUCH and other plant ubiquitin carboxy terminal hydrolytic 
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EER Ricinus communis (XP 002532357.1) 
杨 树 Populus trichocarpa (XP 002303369.1) 
大 豆 Glycine max (XP 001242611.1) 
Z8 BE Prunus persica (gbEmJ10745.1) 
草莓 Fragaria vesca (XP 004300351.1) 
葡萄 Vitis vinifera (XP 002273584.1) 
TU TT Arabidopsis thaliana (NP 193484.1) 


甘蓝 Brassica oleracea (ABD65144.1) 


黄瓜 Cucumis sativus (XP 004147225.1) 
江南 卷 柏 Selaginella moellendorffii (XP 002971076.1) 


Ars Physcomitrella patens (XP 001771644.1) 


ER tE Grimmia pilifera 
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图 6 GPUCH 基因 编码 蛋白 的 系统 进化 树 
Fig.6 Phylogenetic tree analysis of proteins encoded by GPUCH genes 
12 A 16 B 
= 10 c 14 
9 号 12 
T $ 10 
Z a 
$ 6 $ 8 
CP Z 6 
3 gd 
I 2 
0 0 TH T 1 
lh 3h 6h 12h 24h 2d 3d 4d 5d 10min 20min 30min Ih 
复 水 时 间 干旱 时 间 
图 7 毛尖 紫 莹 检 GpUCH 基因 复 水 (A) 和 干旱 (B) 人 处理 时 基因 表达 
Fig.7 Expression analysis of GpUCH gene during rehydration ( A) hydration ( B) 
较 少 。 研 究 发 现 ， 去 泛 素 化 酶 种 类 繁多 ， 拟 南 芥 “” 近 ， 而 与 曹 及、 杨 树 、 大 豆 等 的 杂 缘 关系 相对 较 


中 至 少 存在 64 种 ， 可 以 组 成 不 同 的 亚 家 族 ， 其 
中 UCH1 和 UCH2 与 拟 南 芥 芽 的 萌发 有 关 (Yang 
等 , 2007; 杜 国 华 等 , 2010) 。 秘 彩 莉 等 (2010) 
对 小 麦 TaUCHI 和 TaUCH2 基因 进行 了 克隆 、 特 
性 分 析 和 Southern 杂交 ， 分 析 结 果 认 为 小 麦 中 的 
VC 厅 基 因 可 能 参与 了 植物 胁迫 反应 中 某 些 受 损 
伤 蛋白 或 重要 调控 蛋白 的 降解 。 

本 研究 以 毛尖 紫 坦 从 为 材料 ， 通 过 RACE 技 
术 获 得 了 一 条 泛 素 羧基 末端 水 解 酶 基因 ， 命 名 为 
GpUCH。 对 该 基因 进行 了 生物 信息 学 分 析 ， 开 放 
阅读 框 711 bp ， 共 编码 236 个 氨基 酸 ， 分子量 为 
25.7 kD。 跨 膜 结构 分 析 表 明 GpUCH 编码 的 蛋白 
具有 明显 的 跨 膜 区 ， 属 于 跨 膜 蛋白 。 信 号 上 肽 预测 
结果 表明 该 蛋白 无 信号 肽 。 通 过 进化 树 分 析 发 现 
毛尖 紫 查 从 与 小 立 磺 二 、 江 南 卷 柏 的 亲缘 关系 较 


























远 。 为 了 进一步 了 解 CpVC 厅 基因 在 不 用 干旱 胁 
迫 条 件 下 的 表达 情况 ， 利 用 效 光 定量 PCR 方法 
对 该 基因 进行 表达 分 析 。Oliver SETEII 5 8625 1 
墙 功 中 研究 发 现 ， 复 水 最 初 2h 内 ，80% 的 蛋白 
质 合成 速率 没有 明显 变化 ， 但 有 些 蛋 白质 的 合成 
受到 明显 的 影响 ， 当 复 水 24h 后 所 有 蛋白 质 均 达 
到 正常 水 平 (Oliver, 1991; Oliver 等 , 2000; REZ 
等 , 2012) 。Scott 和 Oliver 等 的 研究 表明 从 山墙 琴 
中 配子 体 中 分 离 得 到 18 种 cDNAs， 在 复 水 化 时 大 
量 表 达 ， 并 且 和 蛋白 质 合 成 模式 与 无 胁迫 压力 下 的 
合成 模式 存在 很 大 程度 的 不 同 ( Scott 和 Oliver, 
1994; Oliver 和 Bewley, 1984; 宋 晓 宏 等 ,2012 ) 。 
本 研究 中 GpUCH 基因 在 不 同 的 处 理 条 件 下 都 有 表 
达旦 表 达 量 较 高 ， 说 明 毛 尖 紫 莹 功 与 山墙 共有 类 
似 的 特点 ， 在 干旱 和 复 水 条 件 下 都 能 表达 。 
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目前 ， 尽 管 已 经 发 现 UCH 家 族 与 细胞 的 许 
多 生命 过 程 相关 ， 但 是 许多 机 制 还 不 太 清 楚 ， 而 
在 植物 中 的 研究 大 多 集中 于 拟 南 芥 ， 所 以 对 GpU- 
CH 进行 克隆 有 重要 的 意义 。 该 研究 结果 可 为 后 
续 人 研究 奠定 基础 ， 并 最 终 为 毛尖 紫 莹 巷 抗 旱 分 子 
机 理 提供 科学 依据 。 
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